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Este proyecto de grado, consistió básicamente en el aislamiento de  hongos 
endofíticos presentes en la especie Piper aduncum de la familia Piperaceae del 
municipio de Pereira, recolectada en el JARDÍN BOTÁNICO (JB) de la 
UNIVERSIDAD TECNOLÓGICA DE PEREIRA (UTP).  Con el fin de ampliar el 
conocimiento sobre la flora y biota  del departamento Risaraldese y contribuir con 
el desarrollo de productos naturales y agrocéuticos con miras a generar  productos 
bioquímicos o farmacéuticos basados en las actividades encontradas en este 
género por diversos autores.  
 
Por métodos del GRUPO de BIOTECNOLOGÍA-PRODUCTOS NATURALES (GB-
PN) se realizó la búsqueda, identificación y recolección del material vegetal en el 
JB de la UTP. En la sección 5 referente a materiales y métodos,  se detalla la 
técnica que se utilizó para lograr el aislamiento de los hongos pertenecientes a las 
hojas de dicha planta, junto con su caracterización mediante espectrometría 
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). 
 
Adicionalmente se trabajó con  cepas bacterianas puras, utilizando como 
referencias correspondientes  a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Staphylococcus aureus y Salmonella choleraesuis, se determinó la capacidad de 






















Basically, this project consisted in the isolation and identification of antibacterial 
activity throughout the antagonism of endophytic fungi present on the specie 
Piper aduncum belonging to the family of Piperaceaes from Pereira, Risaralda 
and founded in the botanical garden of the Universidad Tecnologica de Pereira 
(UTP) in plant material in order to extend the knowledge about the flora and 
biota that inhabits and contribute with the development of natural products 
based on the activities founded in this genre by diverse authors.  
 
Different methods were used by the GROUP of BIOTECNOLOGIA-
PRODUCTOS NATURALES (GB-PN). Some of the methods were the search, 
identification and the collection of the plant material in the JARDÍN BOTÁNICO 
(JB) from the UTP. In the section five concerning materials and methods, it 
details the technique used to achieve the fungi isolation which belongs to the 
leaves of the plant together with their characterization by Fourier transform 
infrared spectrometry (FTIR).  
 
As a result, were obtained pure bacterial strains belonging to Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Salmonella 
choleraesuis. It determined the ability of the selected endophytic fungi to inhibit 
microbial growth. 
 
Keywords: Endophyte fungus, bactericidal activity, Piperaceae. 
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1 MARCO TEÓRICO 
 
1.1 GENERALIDADES DE LOS HONGOS 
 
En todos los ecosistemas encontrados en el planeta tierra se hace evidente la 
participación de seres inertes y vivos que dan existencia a los entornos, desde 
el más grande mamífero hasta los parásitos, bacterias y hongos;  cabe 
mencionar que los hongos son organismos eucariotas que habitan en gran 
variedad de superficies, en lechos y otras especies.  Estos organismos  cuyas 
formas vegetativas son extremadamente diversas yendo desde las más 
simples formadas por una sola célula (levaduras) o también caracterizados 
por presentar  estructuras filamentosas de mucho más tamaño y 
características morfológicas complejas diferenciadas (Hongos). Desde el punto 
de vista de su supervivencia, los hongos son  organismos heterótrofos y 
obtienen los nutrientes por absorción de un sustrato determinado. (Steinberg,  
2007). 
 
Esta clase de organismos se reproducen sexual o asexualmente por medio 
de esporas, la  unidad estructural de los hongos es la hifa, cuya 
características morfológicas se expresan en forma de segmento cilíndrico y 
filamentoso de crecimiento apical, proliferando a través del sustrato. Con 
respecto al  protoplasma fúngico, este está rodeado de una pared celular 
externa la cual está formada  por quitina y glucanos.  Como en otros 
organismos la principal función de la pared fúngica es la de protección osmótica 
y física, presentando permeabilidad selectiva y el espacio periplasmático tiene 
una función de reconocimiento célula-célula que le otorga una característica 
entre las células del mimo hongo y los demás seres que habitan en su entorno, 
principalmente simbiontes.  (Steinberg,  2007). 
 
1.1.1 GRUPOS FUNDAMENTALES TRÓFICOS Y ENDÓFITOS DE  
MICROORGANISMOS FÚNGICOS 
 
Uno de los principales factores en el desarrollo de todo tipo de microorganismos  
es el carbono presente en un lugar determinado con el  propósito de 
supervivencia, teniendo en cuenta el  comportamiento nutricional los hongos 
cumplen distintas funciones en el ecosistema y de igual forma dependiendo 
del sustrato donde se encuentren fijos. En primera instancia, se presentan  los 
organismos saprofíticos, los cuales  se desarrollan sobre materia orgánica 
muerta, teniendo como función principal la  descomposición de la materia 
orgánica que se encuentra en mal estado o que esta próxima a su 
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descomposición; por otra parte,  otros hongos se especializan en atacar e 
infectar organismos, un ejemplo de el lo son los necrótrofos que pueden 
infectar al  huésped ocasionando la muerte  de las células y de sus unidades 
estructurales y haciendo aprovechamiento del individuo infectado por ellos. 
Otro ejemplo claro de estos organismos son los hongos biótrofos, los cuales  
se desarrolla en armonía con  las células del hospedero de forma tranquila, 
pueden ser  simbiontes  mutualistas (micorrizas, líquenes), parásitos 
(provocan daño al hospedante), también pueden ser epífitos (colonizan la 
superficie de los órganos vegetales) o  contrario endófitos, caracterizados 
por estar presentes en tejidos vegetales internos de las plantas  sin causarles 
ningún efecto negativo inmediato. (Isaac, 1992).  
 
Partiendo desde la antigüedad, este tipo de  asociaciones simbióticas entre 
hongos y organismos fotosintetizadores se consideran de gran importancia, 
estas pueden ir d e s d e  e l  mutualismo hasta el antagonismo;  
mayoritariamente la cantidad de estudios que se presentan son realizados a 
hongos patógenos de plantas y a los simbiontes de la rizosfera tales como 
los hongos micorrízicos.  Es importante   destacar  la diversidad  de 
organismos en la filosfera que  no han sido establecidas o estudiadas para la 
mayoría de las asociaciones planta-hongo. (Arnold & Lewis, 2005). 
 
1.1.2 HONGOS ENDÓFITOS 
 
Los hongos endófitos fueron originalmente definidos como aquellos organismos 
no agresivos que viven dentro de los tejidos vegetales (Morales & Rodriguez, 
2005). Estos pueden permanecer dentro de la planta sin hacerle daño, pero 
también son capaces de producir infecciones oportunistas cuando las plantas 
están bajo estrés; son encontrados tanto en plantas terrestres como acuáticas, 
en las zonas tropicales y templadas. (Giménez & Cabrera, 2009). 
 
Los hongos presentan básicamente dos tipos de morfologías: una multicelular 
denominada filamentosa y otra unicelular denominada levaduriforme. Los 
hongos filamentosos (miceliares o mohos), representan el crecimiento más 
típico de los hongos microscópicos. (Carrillo et al., 2001). 
 
 
1.1.3 HONGOS MICORRÍZICOS 
 
Los hongos  micorrizícos  son asociaciones entre la mayoría de las plantas 
existentes y los hongos benéficos, que incrementan el volumen de la raíz y, por 
tanto, permiten una mayor exploración de la rizosfera. Se consideran  los 
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componentes más activos de los órganos de absorción de los nutrientes de la 
planta, la que a su vez provee al hongo simbionte de nutrientes orgánicos y de 
un nicho protector. Esta asociación simbiótica entre el hongo y la planta, actúa 
como un complemento de la raíz para la toma de nutrientes (Colozzi et al., 
2000), especialmente en la absorción de fósforo (Requena,  2007),  aumento 
de la tolerancia por condiciones de estrés abiótico y  mejoramiento de la 
calidad del suelo, fijación de N2. (Barea, 2005). 
 
Figura 1. Micelio de un hongo micorrízico (Barrera & Silvia, 2009) 
 
Wilson (1995), presentó a los organismos endófitos como hongos o bacterias 
que durante parte o todo su ciclo de vida invaden tejidos vegetales vivos y 
causan infecciones asintomáticas completamente dentro del tejido vegetal. 
Dado que algunas asociaciones micorrízicas deforman la raíz, permitiendo 
detectar los síntomas de su infección, ellas quedan excluidas en esta 
definición. 
 
1.1.4 POTENCIAL ANTAGONISTA DE MICROORGANISMOS 
ENDOFÍTICOS 
 
Para considerar un microorganismo endofíticos como agente potencial de 
biocontrol se requieren ciertas características. En primer lugar, que no sea 
patógeno para plantas, hombres o animales; además, debe tener elevada 
capacidad de colonización y reproducción en los tejidos internos después de su 
inoculación en las plantas, ya que una población que declina rápidamente tiene 
una baja capacidad competitiva con la microflora presente en la planta y puede 
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que el microorganismo se vea reprimido fácilmente por los demás habitantes 
de esta; en segundo lugar, es  que tenga capacidad de reducir o suprimir 
eficientemente la población de nematodos por debajo del nivel crítico. También 
es muy importante que tenga capacidad abundante de reproducción  en 
condiciones in vitro para asegurar su reproducción y conservación a nivel 





1.1.5 ACTIVIDADES BIOLÓGICAS Y FARMACOLÓGICAS 
REGISTRADAS PARA LOS HONGOS ENDÓFITOS 
 
La búsqueda de nuevos compuestos que sean activos contra las diversas 
enfermedades es constante  y los productos naturales constituyen una fuente 
muy importante de nuevas moléculas bioactivas. Los hongos, desde el punto 
de vista químico, constituyen un nicho poco explotado, siendo los hongos 
aislados del suelo los más estudiados. Los hongos endofíticos merecen ser 
destacados, puesto que de ellos se han aislado un gran número de moléculas 
de interés biológico. (Schulz et al., 2002) 
 
La hipótesis del antagonismo balanceado implica que existen grandes 
cantidades de metabolitos secundarios aún desconocidos, los cuales podrían 
ser útiles para la humanidad. Las investigaciones químicas y biológicas 
conducidas hasta el momento sobre hongos endófitos, han permitido evidenciar 
que estos son una fuente distintiva y extremadamente rica de productos 
naturales con actividad biológica. (Strobel, 2002). 
 
Los metabolitos secundarios  aislados incluyen un número considerable de 
agentes novedosos antifúngicos, antibacterianos, citotóxicos, antivirales, 
nematicidas, anticancerígenos, insecticidas y fitotóxicos. Algunos metabolitos 
obtenidos están relacionados con compuestos conocidos; sin embargo, la 
mayoría presentan características estructurales novedosas, que podrían incidir 
en el hallazgo de otros compuestos, incluyendo plaguicidas con campos de 








1.2 TIPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS AISLADOS  EN LOS 
HONGOS ENDOFÍTICOS Y FAMILIAS DE PLANTAS DONDE MÁS 
HAN SIDO REPORTADOS. 
 
LOS HONGOS ENDÓFITOS PRODUCEN ANTIBIÓTICOS  
 
Cryptosporiopsis cf. quercina es el estado imperfecto de Pezicula cinnamomea, 
es un hongo asociado con las especies de árboles de madera dura en 
Europa,  este hongo ha sido identificado como un hongo endófito.  En cajas de 
Petri, C. quercina demostró poseer una excelente actividad antifúngica contra 
algunos hongos patógenos humanos importantes como  Candida 
albicans y Trichophyton spp. (Strobel et al., 1999). 
 
Puesto que las infecciones causadas por hongos son un problema de salud 
creciente, especialmente entre los pacientes con SIDA,  surge la necesidad de 
encontrar nuevas fuentes de antimicóticos necesarios para combatir este 
problema. Un péptido único antimicótico denominado cryptocandina, fue 
aislado y caracterizado a partir de C. quercin, (Strobel, 1999). Este compuesto 
contiene una serie de aminoácidos hidroxilados. El péptido  bioactivo se está 
relacionado con los antimicóticos conocidos, equinocandinas y los 
pneumocandinas. Cryptocandina también es activo contra una serie de hongos 
patógenos de plantas, incluyendo Sclerotinia sclerotiorum y Botrytis 
cinérea. Cryptocandin está siendo probado y desarrollado por varias empresas 
contra una serie de hongos causantes de enfermedades de la piel y las uñas. 
 
ALCALOIDES PRODUCIDOS POR HONGOS ENDOFÍTICOS  
 
Los alcaloides también los biosintetizan  los hongos endófitos. Los géneros de 
hongos como Xylaria, Phoma, Hypoxylon y Chalara son productores 
representativos de un grupo relativamente grande de sustancias conocidas 
como las citocalasinas, (Strobel, 1999). Muchos de estos compuestos actúan 
como antitumorales y antibióticos, pero no se han convertido en productos 
farmacéuticos debido a su citotoxicidad celular. Recientemente se han 
reportado tres nuevas citocalasinas provenientes de Rhinocladiella sp. Estos 
compuestos tienen actividad antitumoral y se han identificado como 22-oxa-







Figura 2. Citocalasina D. (Araujo et al, 2009) 
 
OTROS METABOLITOS SECUNDARIOS OBTENIDOS DE HONGOS 
ENDÓFITOS 
 
El ácido ambuico, un agente antifúngico, que recientemente se ha descrito a 
partir de varios aislados de P. microspora se encuentra en muchos de los 
bosques tropicales del mundo. El ácido torreyánico, un dímero de una quinona 
selectivamente citotóxica (agente anticancerígeno y antibiótico), que  se aisló 
de una Pestalotiopsis microspora obtenido originalmente como hongo endófito 
asociado con el árbol Torreya taxifolia (Cephalotaxaceae). (Statler, 1990). 
 
 
1.3 FAMILIA PIPERACEAE 
 
La familia Piperaceae, presenta un gran número de especies que se 
encuentran en las  zonas tropicales y subtropicales del mundo, algunas de 
estas son conocidas por  su alto valor comercial, por ejemplo Piper nigrum se 
utiliza como condimento por sus  frutos aromáticos y picantes. Otras son 
implementadas como insecticidas y en la  medicina natural. (Célis et al., 2008). 
Esta familia es originaria de las regiones tropicales de ambos hemisferios. 
Habitan de igual manera en el continente americano en selvas y bosques 





Figura 3. Distribución geográfica de la familia de las Piperaceae a nivel 
mundial. (Judd, 2002). 
 
 
1.4 GÉNERO Piper 
 
Las especies del género Piper, se caracterizan por tener hojas alternas;  
inflorescencias opuestas, raramente axilares, simples o compuestas; bráctea 
floral  deltoide, triangular, ocasionalmente lisa, brillante; flores densamente 
agrupadas  sobre el eje vertical; anteras dehiscentes en un plano vertical, 
horizontal u oblicuo;  pistilo de 3-5 carpelos, fruto liso, estiloso, deprimido o 
truncado. (Calle,  2011). 
 
La química de las especies de este género ha sido ampliamente investigada a  
nivel mundial (Parmar et al., 1997). Los resultados encontrados han permitido 
reconocer al género Piper como el más bioactivo de la familia Piperaceae por 
haber identificado una serie de compuestos biológicamente activos, como 
alcaloides, amidas, propenilfenoles,  lignanos, neolignanos, terpenos, 
esteroides, piperolidos, chalconas, dihidrochalconas, flavonas y flavanonas. 
(López et al., 2010). 
 
El género Piper es el más estudiado dentro de la familia Piperaceae, 
albergando el  mayor número de especies con actividad biológica comprobada, 
las cuales se  deben principalmente a una gran variedad de alcaloides, amidas, 
propenilfenoles,  lignanos, terpenos, flavonoides, entre otros compuestos; los 
cuales son biológicamente activos contra agentes patógenos que afectan el 
bienestar del  hombre, algunas de ellas se muestran en la Tabla 1. Sin 
embargo, son pocas las  investigaciones desarrolladas sobre este género de 
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plantas, teniendo en cuenta el número considerable y el tamaño global de sus 
especies. 
 







Actividad biológica Referencia 
Piper aduncum Sesquiterpenos 
Antineurálgica y 
estupefaciente de la 
lengua 
Rali et al., (2007). 
Vila et al., (2005). 
Moreira et al., 
(1998). Orjala et 
al., (1993).  
Baldoqui et al., 
(1999). Lago et al., 








Navickiene et al., 
(2000) 
Piper chava Amidas y alcaloides Hepatoprotectiva 
Matsuda et al., 
(2009). 
Rama et al., (2011) 












Zakaria et al., 
(2010); 









Terreaux et al., 
(1998) 
Piper kadsura Neolignanos Antineuroinflamatoria Hyun et al., (2010) 
Piper cápense Amidas alcaloidales Antiparasitario Kaou et al., (2010) 
Piper longum Amidas Insecticida, acaricida Park et al., (2002) 
 
 
En los últimos años se ha incrementado el uso de productos naturales para el 
control de enfermedades causadas  por agentes patógenos de plantas, 
animales y seres humanos que se desarrollan rápidamente disminuyendo  la 
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calidad de producción de cosechas, enfermedades a animales y seres 
humanos  en muchas regiones del mundo. (Rali et al., 2007). 
 
Dentro de estos productos, se encuentran varios compuestos aislados de 
especies del género Piper, los cuales han sido caracterizados empleando 
diferentes métodos  espectroscópicos y espectrométricos tales  como 
espectros de infrarrojo (IR) y resonancia magnética nuclear (RMN), que sin 
lugar a dudas son técnicas que ayudan en gran medida a la identificación de 
grupos funcionales como las purinas y pirimidas de la secuencia del ADN, parte 
fundamental en el estudio de individuos. (Fischer et al., 2005). 
 









La taxonomía de las especies del género Piper tiene la misma clasificación de 
la  familia, especificando el género. (Souza & Lorenzi,  2005). 
 
1.6 TÉCNICAS ESPECTROSCÓPICAS 
 
Las técnicas espectroscópicas de análisis se basan en la observación de las 
interacciones entre la materia y la radiación electromagnética para identificarlo 
o determinar su concentración (Skoog, 2008).  
 
En el estudio de las especies del género Piper perteneciente a la familia 
Piperaceae, las técnicas espectroscópicas han sido fundamentales para 
identificar los diferentes metabolitos secundarios,  reconocidos hasta el 
momento. En la Tabla 2, se muestran algunos ejemplos de las técnicas 










Tabla 2.  Técnicas espectroscópicas y espectrométricas utilizadas en la 










Esta técnica proporciona la 
información sobre la masa y el 
patrón de fragmentación. Existen 
diferentes tipos de ionización 
dependiendo de la necesidad del 
estudio; los más utilizados son: 
el impacto de electrones (EI), 
ionización química (CI), 
ionización electrospray (ESI) y el 




P.  guineense 








Permite identificar los grupos 
funcionales de una molécula, por  
la vibración emitida por cada 
grupo. Funciona al incidir sobre 
una molécula la radiación 











Wei et al., 
(2009). 
Ultravioleta (UV) 
Proporciona información sobre 
los cromóforos presentes en la 
molécula. Algunos  productos 
naturales, como  flavonoides, 
isoquinoolina, alcaloides y 
cumarinas entre otros, pueden 
ser caracterizados sobre todo 











Revela información sobre el 
número y los tipos de protones y 
carbonos (y algunos elementos 
cono nitrógeno, flúor, etc.) 
presentes en una molécula y sus 
relaciones entre estos átomos. 
La parte práctica en la 
















  TOCSY 
 HMQC 
 HSQC 


















1.6.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE 
FOURIER (FTIR) 
 
Esta técnica se caracteriza por  presentar una serie de propiedades que la 
hacen más adecuada en algunas aplicaciones que otras, ya que estas últimas 
presentarían ciertos problemas; por ejemplo el, uso de RMN presenta altos 
tiempos de análisis y de costos. (Mariey et al., 2001). Por otra parte la 
espectroscopia FTIR permite, por ejemplo, medir la longitud de onda de forma 
absoluta sin necesidad de hacer medidas de referencia o calibrados en λ como 
ocurre con otras técnicas; precisamente  en esta propiedad reside el éxito de la 




En la espectroscopia FTIR no se utiliza elementos dispersores para determinar 
el espectro por lo que, en principio, al detector le llega una cantidad de luz 
mucho mayor, consiguiendo una relación señal-ruido superior, lo que hace que 
sea de gran ventaja frente a muchas otras. Por este motivo, resulta muy útil 
medir espectros de fuentes débiles y poco frecuentes.  El espectro infrarrojo 
con trasformada de Fourier (FT-IR) de una célula es el resultado de la 
absorción de todos los modos vibracionales de los enlaces químicos de las 
moléculas que la constituyen, principalmente macromoléculas constituyentes 
del metabolito primario como nucleótidos, ADN, proteínas, carbohidratos y 
lípidos. (Kikot, 2012). 
 
 
Con el avance de este tipo de técnicas, hoy en  día,  para el análisis de 
microorganismos, la técnica FTIR es utilizada en el rango de infrarrojo medio 
donde se hace del todo posible la localización de  picos de absorción 
específicos relacionados con enlaces químicos específicos. En la Tabla 3,  se 
presentan los grupos funcionales más representativos relacionados con el 












Tabla 3. Grupos funcionales más representativos relacionados con el rango 





Interpretación espectral (Grupos 
funcionales) 
3600-300 
Enlaces O-H (hidroxilo) y N-H (amino). 
Grupos funcionales muy inestables. 
3000-2800 
Estiramientos simétricos y asimétricos de los 
enlaces C-H  de las cadenas de ácidos 
grasos y grupos metilo, estiramiento del 
enlace O-H de grupos hidroxilo y del enlace 
N-H de proteinas. 
2841-2686 
Lípidos, correspondientes a paredes 
celulares. 
1800-1650 
Estiramiento del doble enlace C=O de ésteres 
y grupos carbóxilo, estructuras secundarias 
de proteinas (amida I y II). 
1650-1380 C-H (ácidos grasos). 
1500-1200 
Proteinas (amida III), estiramiento asimétrico 
del enlace P=O de grupos fostato y formación 
del enlace C-H. 
1290-1180 
Hidratos de carbono como polisacaridos 
extracelulares. 
1200-600 
Huella dactilar, estructuras cuaternarias de 
las proteinas y otras macromoléculas. 
 
 
Otros ejemplos a mencionar son los grupos presentes en la región de (2800-
3000) cm-1 la cual contiene las señales relacionadas con los lípidos de 
membrana (grupos -CH2- y -CH3-), mientras que entre (1300 y 1689) cm
-1, 
como se puede ver en la Tabla 3, se es posible encontrar señales de proteínas, 
carbohidratos y otras macromoléculas. Entre los  (1250-1220) cm-1 se localizan 
las señales del grupo fosfato correspondiente a moléculas de ADN y a los 
nucleótidos de los ácidos nucleicos. (Mariey et al., 2001). 
 
Gran cantidad de hongos han sido clasificados bajo las condiciones de la 
técnica FTIR; un ejemplo claro de esto fue la determinación de similitud entre sí 
de cinco cepas de Candida albicans,  hongo diploide asexual, saprofítico  de la 
familia de los Sacaromicetos.  (Sockalingum et al., 2002).  Esta determinación 
fue realizada evaluando colonias desarrolladas en agar Sabouraud sobre un 
cristal de ZnSe, colectando la muestra mediante la técnica  de reflectancia total 
atenuada (ATR), para analizar la región del infrarrojo de (900-1200) cm-1 
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mediante procedimientos matemáticos de componentes principales. Los 
resultados fueron validados contra la técnica de electroforesis en gel de campo 
pulsante (PFGE). (Mariey et al., 2001). 
 
De igual manera, esta técnica ha tenido un alto impacto en  el monitoreo de la 
adhesión que presentan en las superficies por parte de Cryptosporidium 
parvum bajo la influencia de factores ambientales como tratamiento térmico, 
con formaldehido, variación de la fuerza iónica y del pH (Gao & Chorover, 
2009). 
 
Para facilitar  la complejidad en la interpretación de los espectros se han 
desarrollado técnicas estadísticas para una mayor contribución en la 
interpretación de los resultados  basándose en análisis multivariados, haciendo 
uso de la segunda derivada de los factores encontrados con el fin de lograr la 
normalización de parámetros y finalizar con  la obtención de dendogramas de 
conglomerados, siendo de gran utilidad y fiabilidad para gran cantidad de 




1.7 ANÁLISIS ECOMÉTRICO PARA DETERMINAR LA PRODUCTIVIDAD 
Y SELECTIVIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO USADOS EN  LA 
ACTIVACIÓN DE LAS CEPAS BACTERIANAS DE REFERENCIA 
 
 
El análisis ecométrico es aquel que establece la eficiencia con la cual un medio 
de cultivo sirve para recuperar, contribuir al crecimiento o seleccionar  una cepa 
bacteriana mediante la composición que presente dicho medio de cultivo. 
(Mossel, 2003). 
 
Esta técnica evalúa tanto la sensibilidad de los medios a la colonización por los 
microorganismos buscados (productividad) como también la resistencia a la 
colonización por las cepas los que interfieren (selectividad). Un parámetro útil 
para interpretar los resultados ecométricos es el índice de crecimiento 
absoluto (ICA). Éste denota los sectores de la caja de Petri  en el cual se 
presenta  un crecimiento significativo. (Mossel, 2003). 
 
Teniendo en cuenta  lo mencionado anteriormente, el análisis de productividad 
y selectividad de los medios implementados, se presentan a continuación los 






Tabla 4. Valores asignados para determinar la productividad de un medio de 




4,5 – 5 ALTA 
2,5 - 4,5 MEDIA  






El ICA permite además  determinar la selectividad del medio cuando se 
siembra en este un microorganismo interferente y para ello entre menos sea el 
valor del ICA se espera que  mayor sea la selectividad del medio. (Mossel et 
al., 1983). 
 
Tabla  5. Valores asignados para determinar la selectividad de un medio de 





4,5 – 5 NO HAY  
2,5 - 4,5 BAJA 




Para análisis correcto de laboratorio es indispensable un adecuado 
funcionamiento de los medios de cultivo y de los sustratos presentes en este 
para asegurar así el acertado crecimiento y desarrollo de los microorganismos 
a analizar en ellos. 
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1.8 PARÁMETROS ESTADÍSTICOS 
 
 
El análisis multivariado se refiere a un conjunto de métodos los cuales pueden 
analizar simultáneamente la relación existente entre diferentes variables 
correlacionadas. Kendell,  (1980),  definió el análisis multivariable como “la rama 
del análisis estadístico concerniente con las relaciones de conjuntos de variables 
dependientes”. (Kendell,  1980). 
 
Las técnicas multivariadas son una herramienta muy potente para analizar datos 
en términos de muchas variables implícitas en los mismos y permiten extraer la 
máxima información posible del conjunto de datos. (Kendell, 1980). 
 
El campo de acción de las técnicas para análisis multivariados es muy amplio y ha 
sido aplicado desde ingeniería hasta biología y ciencias humanas, pasando por 
ciencias químicas y otras ramas del conocimiento, que hacen de este tipo de 
correlaciones un instrumento valioso para la ciencia. (Bharati, 2002). 
 
Actualmente son muchos los software que permiten la realización de estas 
actividades con excelentes resultados, tales como SAS, STATGRAPHICS, 
INFOSTAT, entre muchos otros. 
 
Para lograr el análisis estadístico pertinente a este trabajo,  se realizó la 
determinación mediante el análisis de multivariable con el uso  el programa 
INFOSTAT, un software desarrollado bajo la plataforma Windows para análisis 
estadístico general y gráficos para análisis exploratorio; inherente a este proceso 
se encuentra la determinación de la segunda derivada de los parámetros 
obtenidos mediante el instrumento de FTIR  con el fin de  consolidar la 
normalización de los datos a emplear con el software utilizando como requisito 
para la linealidad de los resultados así como  la reducción de ruido espectral  y del 
error. (Mariey et al, 2001). 
 
Para los fines mencionados, se descargó el demo estudiantil gratis de la 
plataforma virtual: http://www.infostat.com.ar/. Se procedió con el análisis 
estadístico  mediante la correlación de los espectros obtenidos por  FTIR para 
tener una mayor claridad sobre la relación de género, familia y especie a partir del 







2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
 
Constantemente  los seres humanos  han realizado variados esfuerzos por 
encontrar productos que ayuden a mejorar  el bienestar de la raza, partiendo 
específicamente desde lo sintético y recientemente teniendo un énfasis en 
productos de origen natural; por lo cual las investigaciones  se han visto obligados  
a buscar fuentes naturales que promuevan la producción de componentes activos 
para ser aplicados a nivel farmacéutico, agrocéutico, industrial y agronómico, 
llevando así a los investigadores a explorar la micobiota endófita, que ha sido 
objeto de atención en los últimos años  debido al abundante potencial que posee 
este para  producir gran variedad de metabolitos secundarios que bien podrían ser 
de gran ayuda a la sociedad en la cura o tratamiento de distintas patologías o 
enfermedades, así como la solución a problemas agropecuarios.  
 
Por tal razón, se plantea el siguiente interrogante ¿Será posible aislar de la 
especie de Piper aduncum un hongo endófito con propiedades bactericidas o 
bacteriostáticas  que pueda ser utilizado como fuente de metabolitos secundarios 
bioactivos  que tengan un impacto importante y destacado en el desarrollo  de 
posibles productos nutraceúticos, biocidas o agroceúticos? 
 
Para lo cual, se colectaron ejemplares de las plantas de la especie Piper 
aduncum que se encontraron en el Jardín Botánico de la Universidad Tecnológica 
de Pereira y se desarrolló  un  protocolo específico  para la  adecuación del 
material vegetal, tratamiento, extracción, conservación, estudio y análisis mediante   
procesos espectroscópicos que fueron  llevados a cabo con respecto al  
cronograma del plan de trabajo y ejecutado  en las instalaciones del laboratorio del 
Grupo de Biotecnología-Productos Naturales (GB-PN) de la Universidad 


















El tejido de muchas plantas y sus extractos  han sido empleadas desde el inicio de 
la humanidad para diversos usos. Por esta razón, se han desarrollado un gran 
número de estudios para conocer las causas de las diferentes actividades 
biológicas mostradas por varias especies vegetales de todo el mundo. (Célis et al., 
2008).  
 
La familia Piperaceae tiene amplia distribución mundial y un gran número de sus 
especies vegetales han reportado actividades biológicas importantes como 
insecticida, antibacteriana, antifúngica, antioxidante, entre otras. El género Piper 
contiene alrededor de 2000 especies y es considerado como el más importante y 
estudiado de esta familia, al comprobarse que las actividades biológicas 
mostradas por algunas especies se deben principalmente a la presencia de 
metabolitos secundarios como amidas, alcaloides y compuestos fenólicos, 
característicos de cada una de ellas, logrando el aislamiento, la purificación y la 
posterior elucidación estructural de varios de estos compuestos por diferentes 
investigadores. (López et al., 2008).  
 
Piper aduncum es una  especie vegetal miembro del género Piper de la familia 
Piperaceae. Los organismos endófitos presentes en esta, particularmente los 
hongos, han recibido atención creciente en los últimos años. Este grupo de 
microrganismos vive asintomáticamente dentro de los tejidos vegetales sanos y 
han mostrado poseer un excelente potencial económico en áreas como la 
agronomía y la medicina; la especie Piper aduncum, ha dejado evidencia de la 
presencia de dos géneros  de hongos endófitos reconocidos por su aporte en el 
campo de la biotecnología como lo son los  géneros  Xylaria sp y Peniciliium sp 
que se han caracterizado por ser productores de metabolitos secundarios con 
actividad antimicrobiana. (Schulz, 2006). 
 
El estudio  de los productos naturales logrado a  partir  del trabajo, análisis y 
aislamiento de microorganismos  endófitos ha permitido estudiar el grado de 
inhibición  parcial o total de una amplia variedad de agentes nocivos o dañinos en 
ciertos procesos causantes de enfermedades, decaimiento de producción de los 
cultivos en muchas partes del mundo, entre ellos se puede mencionar  a 
fitopatógenos como bacterias, hongos, virus y protozoarios que afectan a 





El desarrollo de conocimientos sobre los hongos endofíticos genera gran interés 
por sus  posibles aplicaciones como biocidas eficientes, de baja toxicidad y alta 
compatibilidad con el medio ambiente; además de ser promotores para el 
desarrollo de productos y/o procesos para las problemáticas expuestas 
anteriormente, para la producción de agrocéuticos que estarían destinados al 
control de hongos fitopatógenicos, a la reducción de estrés oxidativo, la inhibición 
de líneas celulares cancerígenas entre otras. (Strobel & Bryn, 2003). 
 
Por lo anterior, es importante determinar si los hongos endofíticos y sus 
metabolítos secundarios  presentes en las hojas de la planta Piper aduncum, 
aportarían algunos mecanismos  de solución o control a la problemática existente 
al usarse como bactericidas, teniendo en cuenta los antecedentes de efectividad 


















































4.1  OBJETIVO GENERAL 
 
 
Determinar si algunos hongos endofíticos  aislados de la especie Piper aduncum   
son importantes como fuentes de sustancias con capacidad bactericida frente a 
distintas  cepas microbianas seleccionadas. 
 
4.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
 
 Purificar  los hongos endófitos asociados a la planta Piper aduncum (Piperaceae) 
para su posterior conservación y tratamiento. 
 
 Conservar los aislamientos de hongos endofíticos con potenciales metabolitos 
secundarios activos presentes en Piper aduncum. 
 
 Clasificar taxonómicamente  los hongos endofíticos  obtenidos de aislamientos de 
Piper aduncum    mediante técnicas espectroscópicas (FTIR). 
 
 Realizar la actividad antibacteriana antagónica con los aislamientos de los hongos 
endofíticos  con el fin de determinar posibles usos en términos bactericidas y la 















5. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
La metodología que se llevó a cabo, se enfocó  en la búsqueda, recolección, 
aislamiento, caracterización,  estudios biológicos y químicos  de los hongos 
endofíticos presentes en las hojas de la  planta Piper aduncum  para determinar su 
aplicabilidad  y su posterior purificación y conservación. 
 
5.1 LUGAR DONDE SE REALIZÓ  EL TRABAJO 
 
El desarrollo de la parte experimental del trabajo de grado se realizó en las 
instalaciones del laboratorio del Grupo de Biotecnología - Productos Naturales 
(GB-PN) de la Universidad Tecnológica de Pereira (UTP) del departamento de 
Risaralda. Ver Figura 5. 
 
 
5.2  RECOLECCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL 
 
La planta Piper aduncum, fue recolectada por el Grupo de Biotecnología-
Productos Naturales (GB-PN) de la Escuela de Tecnología Química  con la ayuda 
de Dorian Ruiz Penagos encargado de los recursos naturales presentes en el 
Jardín Botánico (JB) de la UTP, el cual se encuentra localizado en siguientes 






Figura 4. Coordenadas de ubicación en plano del material vegetal recolectado de 








Figura 5. Ubicación geográfica del Jardín Botánico de la Universidad Tecnológica 






5.3   AISLAMIENTO DE LOS HONGOS ENDOFÍTICOS 
 
Teniendo en cuenta  que los hongos  endófitos se encuentran principalmente en 
las hojas, los  tallos y las raíces, para la realización de este proyecto se utilizaron  
las  hojas Piper aduncum. Se recolectaron estas teniendo en cuenta que fueran  
sanas, de tonalidad más verdosa, jóvenes y sin fracturas. (Qingmiao, 2012). 
 
Se implementaron tres tratamientos para la desinfección de las hojas respecto a 
desinfección con hipoclorito de sodio al 3% con el fin de observar el crecimiento 
fúngico endofítico y la relación con respecto a la desinfección como se muestra en 
la siguiente tabla. 
 
Tabla 6. Tratamientos de desinfección realizados a las hojas de Piper aduncum 





PARA LAS HOJAS 
DE Piper aduncum 
 
CONDICIONES DE DESINFECCIÓN (Después de lavar 
las hojas con abundante agua del grifo) 
Tratamiento 1 
 (T1) 
Inicialmente  se realizó una inmersión de las hojas en 
EtOH al 75% durante 3 minutos. Posteriormente,  se 
sumergieron en una solución de  Hipoclorito de Sodio al 
3% durante 30 segundos; se procedió después a lavar con 
abundante agua destilada estéril. 
Tratamiento 2 
(T2) 
Se hizo uso del mismo  tiempo de inmersión en EtOH al 
75% del tratamiento 1(T1), pero el tiempo de tratamiento 
de las hojas con Hipoclorito de Sodio al 3% fue de 90 
segundos; posteriormente  el material se enjuagó con 
agua destilada estéril en abundancia. 
Tratamiento 3 
 (T3) 
De igual forma que en los tratamientos anteriores se hizo 
la inmersión de las hojas  en EtOH al 75% y se lavaron 
con agua en abundancia al salir de la solución de 
Hipoclorito de Sodio al 3%, pero en este tratamiento  las 




Para mostrar más detales del proceso del aislamiento  de los hongos endófitos de 
las hojas  del material vegetal, se realizó este proceso siguiendo el procedimiento 
















Figura 2: Proceso de aislamiento de hongos endófitos de la especie Piper 
aduncum 
 
6.1 SEPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DEL AISLAMIENTO DE HONGOS 
EXTRAÍDOS  DE LA ESPECIE Piper aduncum 
Se sembrara aisladamente las colonias obtenidas en el proceso anterior en 
agar PDA para su posterior identificación.  
 
6.2 CARACTERIZACIÓN DEL AISLAMIENTO DE HONGOS  DE Piper 
aduncum 
6.2.1 IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA DEL AISLAMIENTO DE 
HONGOS 
Para dar certeza de que la identificación es llevada a cabo en forma 
correcta y detallada de los especímenes, éstos serán observados al 
microscopio y se utilizarán claves taxonómicas para su identificación. 





Figura 6. Procedimiento para la obtención de hongos endofíticos de la planta 
Piper aduncum. 
 
Lavar con H2O y secar al aire el material recolectado 
Cortar las hojas más sanas 
 
Esterilizar el material con EtOH al 75% 
t=3min 
Desinfectar con hipoclorito de sodio al 3%, los tiempos utilizados según 
el tratamiento fueron: 30, 90 y 180 segundos de inmersión 
 
 Enjuagar el material con H2O esteriliza a 5 veces 
Las muestras estériles se cortan en trozos de 0,5 cm
2
 
Transferir  los trozos de muestra en cajas de Petri con agar 
PDA suplementado con 300 ppm de Cloranfenicol 
Incubar a temperatura ambiente de 3 a 15 días 
Las hifas de los hongos que surge a partir de los segmentos  de la planta se 
transfirió  a otra placa de PDA y se incuba por 3 a 5 días 
Realizado en el 
interior de cabina de 
 Flujo laminar 
Se siembran  las aguas de lavado finales  para estar seguro de que los 
hongos presentes fueran endófitos únicamente. 
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5.3.1 SIEMBRA DE LOS FRAGMENTOS DE MATERIAL VEGETAL 
 
Posterior al tratamiento de lavado y desinfección del material “sano” de Piper 
aduncum, se procedió con el corte de las hojas de cada lavado por separado en 
segmentos  y después se hizo  la siembra de 4 fragmentos por caja de Petri.  Uno 
alejado del otro ocupando la mayor distancia disponible entre ellos, y este mismo 
proceso por triplicado  de cada tratamiento en agar PDA suplementado con 
Cloranfenicol de 300 ppm con el fin de evitar el crecimiento bacteriano, el 




Figura 7. Recolección, selección, desinfección y siembra en cajas de Petri del 





Se sembraron cuatro fragmentos por caja de Petri con el fin de asegurar una 
amplia gama de posibilidades de crecimiento por segmento sembrado, 
incrementando  de esta forma  los organismos posibles presentes. 
 
Con el fin de tener plena seguridad de que la masa fúngica a obtenerse en el 
proceso de purificación únicamente se tratara de hongos endofíticos del material 
vegetal (hojas), se realizó la siembra de las aguas de lavado final del material 




Figura 8. Siembra de las aguas de lavado del material vegetal con el fin de 
descartar falsos positivos a nivel de microorganismos antes de incubar. 
 
 
Para tener presente el tipo de tratamiento realizado a cada porción de material 
vegetal, se optó una primera codificación  con el fin de tener las especificaciones 
de género de planta, segmento empleado de la misma y tratamiento  de 
desinfección, para esto se utilizó  un número de caja, de siembra y fecha, todo lo 
anterior en condiciones de asepsia total y trabajando siempre  en el interior de 
cabina de flujo laminar del laboratorio de microbiología del GB-PN de la 
Universidad Tecnológica de Pereira; a manera de  ejemplo, se muestra en la 
Figura 9, una caja de Petri con material fúngico en crecimiento y sobre ella, un 








Figura 9. Caja de Petri con material fúngico en crecimiento rotulada con las 
especificaciones para determinar sus condiciones de tratamiento, segmento de la 
plata y fecha de repique. 
 
En donde las letras presentes en la codificación indican lo siguiente: 
 
 P: Piper 
 A: aduncum 
 H: Hojas 
 T: Tratamiento 
 M1: Muestra 1 
 1: Número de caja 
 12/10/14: Fecha 
 
Al finalizar el proceso de separación de los hongos, estos se almacenaron en 
cajas de Petri con  agar papa dextrosa (PDA) y agar de Oxitetraciclina-glucosa y  
levadura (OGY)  preparados según las especificaciones de los fabricantes MERCK 







5.4  CARACTERIZACIÓN  ESPECTROSCÓPICA Y MORFOLÓGICA  DE 
LOS HONGOS  AISLADOS DE Piper aduncum 
 
 
5.4.1 EVALUACIÓN ESPECTROSCÓPICA DE LOS HONGOS ENDOFÍTICOS 
AISLADOS  DE LAS HOJAS DE Piper aduncum MEDIANTE  FTIR 
 
Para la determinación mediante espectroscopia infrarroja por transformada de 
Fourier (FTIR), se prepararon inicialmente tubos de ensayo con medio PDA a una 
concentración de 0,2% con el fin  evitar la gelificación de este y generar  un medio 
acuoso óptimo para el desarrollo de las hifas y del hongo como tal. Se inoculó el 
microorganismo en dicho medio líquido y se incubo a 27°C por un periodo de cinco 
días, presentándose en este intervalo, la formación de estructuras hifales y una 
masa característica del material fúngico en estudio; aparte de esto se realizó un 
blanco tomando solo el medio líquido como control bacteriano. (Fischer et al., 
2005). 
 
En tubos eppendorf se tomó la fracción de hongo y se centrifugaron  a 1200 RPM 
durante 5 minutos con el fin de aislar el material lo más puro posible, la fracción de 
hifas obtenidas se llevó al espectrómetro FTIR Agilent Cary 630  de la Escuela de  
Química de la UTP y se obtuvieron los espectros de cada individuo aislado bajo 
las siguientes condiciones de operación: método pantlegh-ATR, scan: 26,  
resolución 4cm-1. 
 
Los resultados presentados por el equipo  en  forma de espectro y con valores 
numéricos se analizaron mediante el software estadístico INFOSTAT, al cual se le 
suministraron los resultados en términos de longitudes de onda (λ) de los 
espectros analizados y de la segunda derivada  de la transmitancia de los mismos 
con el fin de minimizar los errores y ruidos instrumentales, normalizando y 
otorgando cualidades lineales para una correcta concordancia de los datos del 
conglomerado  en el Dendograma. (Fischer et al., 2005), además se 
correlacionaron los hongos aislados con cuatro espectros de hongos conocidos: 
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Mycosphaerella fijiensis. 
 
El análisis del dendograma por conglomerado  se utilizó como técnica multivariable 
debido a la comodidad  que representa esta  con los datos o elementos (variables) 
logrando la mayor homogeneidad posible en cada grupo y la mayor diferencia 
entre ellos, obteniendo un dendograma  que representa de forma jerárquica la 





5.4.2 DETERMINACIÓN MORFOLÓGICA MACROSCÓPICA  DE LOS HONGOS 
AISLADOS DE LAS HOJAS DE Piper aduncum 
 
La clasificación macroscópica de los organismos fúngicos representa  gran 
complejidad por las muchas características que se deben evaluar para tener una 
idea aproximada y general del organismo para después conocer con mayor 
precisión de que hongo se trata. Inicialmente se parte de una clasificación básica,  
en donde se pueden diferenciar los hongos microscópicos de los macroscópicos. 
(Watanabe, 2010). 
 
Dentro de los hongos microscópicos se tienen como punto de partida a los mohos 
y a las levaduras como los más conocidos. Por la parte de la determinación 
macroscópica que se realizó en este trabajo, se tomaran las características 
morfológicas superficiales de los individuos, con respecto a color, forma de 
distribución en el medio de cultivo y  generación de márgenes según el 
seguimiento de Watanabe, (2010), (Ver figura 10), proceso realizado para  hallar 
los rasgos más representativos de los mismos y dar una apreciación sobre la 













5.5  EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD BACTERICIDA DE LOS HONGOS 
AISLADOS DE LAS HOJAS DE Piper aduncum POR ANTAGONISMO 
 
5.5.1  BACTERIAS EMPLEADAS EN LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 
 
La actividad bactericida  se realizó con la utilización  de cuatro especies 
bacterianas distintas: 
 
Tabla 7. Especies de bacterias implementadas en la actividad bactericida de los 
hongos aislados de Piper aduncum.  
 
Familia Orden Clase Filo Especie Género 





















Este procedimiento se llevó a cabo en la zona de análisis microbiológico del 
Laboratorio De  Análisis De Aguas Y Alimentos (LAA) de la UTP, para tal fin, se 
activaron cepas registradas y certificadas de la marca Microbiologics, cuyas 
características se pueden apreciar en las Tablas 7 y 8.  
 
Se utilizó caldo BHI  (infusión cerebro corazón)  para la activación y crecimiento de 
las cepas liofilizadas el cual fue  preparado de acuerdo con las instrucciones y 
especificaciones  de la casa comercial (OXOID), se puede obtener una apreciación 
de los tubos con el caldo  a ser inoculados en la Figura 11. 
 
5.5.2 PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN LA 
DETERMINACIÓN DE LA PRODUCTIVIDAD Y SELECTIVIDAD 
 
Para la preparación de los caldos nutritivos y medios de cultivo sólidos se 
implementó el procedimiento de las casas fabricantes (OXOID, MERCK). Los 
medios de cultivo se autoclavaron durante 20 minutos a 15 psi, los medios líquidos 
se conservaron en nevera después de esterilizados a temperaturas de entre (1-4) 
°C con el fin de preservar  perfectamente sus propiedades y evitar la 











Para el desarrollo de las actividades biológicas  y de trabajo con microorganismos, 
es indispensable el uso de sustratos en el que estos puedan crecer, en donde se 
presenten fuentes de aprovechamiento para las células bacterianas o fúngicas  
para que puedan alcanzar su crecimiento y  reproducción. 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, en la Tabla 8 se presentan los medios de cultivo 
empleados para conseguir un crecimiento adecuado, libre de contaminaciones 








Tabla 8. Medios de cultivo implementados para la siembra y conservación de las 




Nombre del medio  
de cultivo y del 
fabricante 
















































5.5.3 DETERMINACIÓN DE LA PRODUCTIVIDAD Y SELECTIVIDAD DE 
LOS MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 
 
Con el fin de definir la capacidad de trabajo de los medios para desarrollo 
microbiano y la aptitud  para brindar óptimos resultados en la determinación de las 
actividades de crecimiento y proliferación, se realizó la evaluación de la 
productividad  y selectividad de los medios de cultivo anteriormente nombrados, 
estudio también requerido para la optimización de los insumos  del LAA de la UTP; 
para tal procedimiento, se realizó la esterilización del material de trabajo y se 




Se empleó el Método Ecométrico establecido por Mossel, (2003), técnica usada  
para determinar la productividad y selectividad de diversos medios de cultivo que 
se emplean en el ámbito microbiológico relacionado con estas cuatro cepas  y con 
el cual se pueden  medir  ambas variables a través de la comparación que se 
realizó entre el medio a evaluar, el comportamiento del microorganismo selecto a 
este y su capacidad de inhibir a una bacteria interferente. (Soler, 2006). 
 
 
5.5.3.1 DETERMINACIÓN DE LA PRODUCTIVIDAD DE LOS DIFERENTES 




Figura 12. Prueba de la productividad de los distintos medios a ser empleados en 




Eesterilización del material 
de trabajo  
(Cajas de Petri) 
Con la ayuda de un 
rotulador se divide la caja 
de Petri en 4 cuadrantes y  
se subdividió con 5 rectas 
por cuadrante. 
Para la prueba de 
productividad se sirvieron 
4 cajas con cada uno de los 
medios de cultivo. 
Se realizó la simbra de los 
microorganismos por 
agotamiento en lÍnea 
terminando con la lÍnea 
central. 





5.5.3.2 DETERMINACIÓN DE LA SELECTIVIDAD DE LOS DIFERENTES 




Figura 13. Prueba de la selectividad  de los distintos medios a ser empleados en 









(Cajas de petri) 
 
 
Se dividió  la caja de Petri en 
4 cuadrantes y  se subdividió 
con 5 rectas por cuadrante. 
servir el medio de cultivo a 
analizar por su selectividad. 
inocular el microorganismo 
determinado por medio 
diferencial y un interferente 
(Escherichia coli). 
Cajas de Petri estériles 
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5.6 CAPACIDAD BACTERICIDA POR ANTAGONISMO  DE LOS HONGOS 
ENDOFÍTICOS AISLADOS DE Piper aduncum SELECCIONADOS 
 
Para la determinación de la capacidad  bactericida por parte de los hongos, se 
sirvieron cajas de Petri con agar PDA (agar papa dextrosa) no suplementado con 
cloranfenicol, preparado bajo las especificaciones del fabricante (MERCK), el cual  
es un  agar no selectivo y con alta cantidad de nutrientes que permite tanto a 
hongos como a bacterias su desarrollo; se realizó una subdivisión en la caja de 
Petri como se muestra en la Figura 14. 
 
Con respecto a la capacidad bactericida del hongo y la implementación de la 
suspensión bacteriana en agua destilada estéril necesaria para el análisis, se hizo 
uso de la escala de 0.5 de Mc Farland con valor equivalente a 1,5x108 
Bacterias/mL, equivalente a una lectura fotométrica a 625 nm de 0.08 en términos 
de absorbancia.  (Determinación realizada en el área de microbiología del LAA de 
la UPT mediante el uso de patrones secundarios de soluciones ya preparadas) 
usando este como referencia, debido a su amplia implementación hacia actividad 






Figura 14. Caja de Petri con subdivisión para evaluar el análisis de  antagonismo 




Se hizo la preparación del agar PDA según las especificaciones del fabricante 
(MERCK). Se sirvieron las cajas de Petri previamente esterilizadas y se procedió a 
la inoculación bacteriana al medio (letra B) mediante 1mL de suspensión 0,5 de 
Mc Farland de la bacteria procurando llenar de forma lineal un segmento  de 
aproximadamente 5 cm imaginario en el agar en el sector destinado para la 
bacteria (letra B) y la siembra del hongo inoculando una porción de 0.5cm 
aproximadamente (letra H),  se incubaron a 29°c por ocho días. (Picco et al., 
2004). 
Para la realización de la actividad, se escogieron tres de los hongos endofíticos 
aislados de las hojas de Piper aduncum, teniendo como principio de selección las 
morfologías más irregulares y distintas con respecto a los hongos purificados. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
6.1 HONGOS  EN CRECIMIENTO EN LA PRIMERA SEMANA 
 
A continuación se presentan las masas fúngicas obtenidas del material vegetal  
recolectado perteneciente a Piper aduncum en la primera siembra: 
 









































Figura 15. Masas fúngicas en crecimiento después de la primera semana de 









































Figura 15. Masas fúngicas en crecimiento después de la primera semana de 
incubación a temperatura ambiente. 
En la Tabla 9 se indica la forma cómo se codificó inicialmente el material vegetal 
sembrado  perteneciente a las hojas de Piper aduncum en las cajas de Petri. 
Siendo así: 
 
T1: Tratamiento 1 
T2: Tratamiento 2 
T3: Tratamiento 3 
M1: Caja de Petri 1 
M2: Caja de Petri 2 
M3: Caja de Petri 3 
1: Fragmento de hoja 1 
2: Fragmento de hoja 2 
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3: Fragmento de hoja 3 
4: Fragmento de hoja 4 








N° 1 T1 T1-M1-1 
N° 2 T1 T1-M1-2 
N° 3 T1 T1-M1-3 
N° 4 T1 T1-M1-4 
N° 5 T1 T1-M2-1 
N° 6 T1 T1-M2-2 
N° 7 T1 T1-M2-3 
N° 8 T1 T1-M2-4 
N° 9 T1 T1-M3-1 
N° 10 T1 T1-M3-2 
N° 11 T1 T1-M3-3 
N° 12 T1 T1-M3-4 
N° 13 T2 T2-M1-1 
N° 14 T2 T2-M1-2 
N° 15 T2 T2-M1-3 
N° 16 T2 T2-M1-4 
N° 17 T2 T2-M2-1 
N° 18 T2 T2-M2-2 
N° 19 T2 T2-M2-3 
N° 20 T2 T2-M2-4 
N° 21 T2 T2-M3-1 
N° 22 T2 T2-M3-2 
N° 23 T2 T2-M3-3 
N° 24 T2 T2-M3-4 
N° 25 T3 T3-M1-1 
N° 26 T3 T3-M1-2 
N° 27 T3 T3-M1-3 
N° 28 T3 T3-M1-4 
N° 29 T3 T3-M2-1 
N° 30 T3 T3-M2-2 
N° 31 T3 T3-M2-3 
N° 32 T3 T3-M2-4 
N° 33 T3 T3-M3-1 
N° 34 T3 T3-M3-2 
N° 35 T3 T3-M3-3 







Inicialmente se obtuvo una conformación abundante  de hifas en cada caja de 
Petri,  con variaciones morfológicas visuales presentadas  en cada una de ellas, 
de formas principalmente  algodonosas, filamentosas, con patrones de colores que 
van del blanco al negro así como diferentes  tonalidades pastel, este resultado 
inicial del proceso es bastante común; en la realización de otros trabajo orientados 
al aislamiento de hongos endofíticos, se han presentado resultados semejantes. 
Procópio et al., (2009), presento conclusiones  aproximadas respecto a 
crecimiento de hongos en cantidades masivas como primera siembra. 
 
La variedad en la cantidad de líneas celulares fue expresada por Sieber, (2007), 
como la riqueza fúngica  y simbiótica  existente en las plantas, ya que la flora 
endofítica que está presente en un individuo vegetal  puede llegar a conformar 
cientos de microorganismos diferentes. (Qingmiao, 2012). 
  
Para garantizar la exclusividad con respecto a hongos endofíticos del material 
vegetal que se trabajó y tomando en cuenta lo expuesto en la parte de la 
metodología sobre la siembra de las aguas de lavado, en estas,  no se presentó 
crecimiento alguno de material fúngico o bacteriano en agar PDA suplementado 
con Cloranfenicol 300 ppm, procedimiento que tiene buenas repercusiones con 
relación a la trazabilidad en los resultados. 
 
Teniendo en cuenta el trabajo realizado por Araujo et al., (2001), el tratamiento de 
desinfección con hipoclorito de sodio al 3% resulta de gran eficiencia con respecto 
a la eliminación de microorganismos epifíticos del manto superficial de las hojas de 
las plantas a estudiar. Sánchez et al., (2007) recomiendan realizar un adecuado 
tratamiento de desinfección del material vegetal  para lograr un máximo 
aprovechamiento endofítico de hongos, para asegurar así una buena  capacidad 
recuperadora  de hospederos. 
 
Los segmentos sembrados representaron una gran población de hongos 
endofíticos de Piper aduncum. Bernardi et al., (2010), recomienda la siembra del 
material vegetal a trabajar en  pequeños tamaños, encontrando que porciones de 
(0.5-10) mm2 pueden otorgar mayor representatividad de flora fúngica endofítica 
para analizar, debido a que el uso de raciones de mayor tamaño pueden hacer 
variar la cantidad de hongos endofíticos obtenidos por pérdida del material fúngico 
más interno. 
 
El crecimiento de este tipo de organismos puede estar relacionado de igual 
manera a muchos factores para su crecimiento tales como la temperatura, 
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radiación solar,  clima, etapa del año de la recolección del material, edad del 
individuo recolectado, calidad de las hojas  tomadas para el estudio según las 
apreciaciones de Orlandelli et al., (2012). 
 
En la Figura 16 se observa el desarrollo del proceso un poco más avanzado, en 
donde se encontró menor cantidad de individuos, más diferenciables entre sí por 
caja de Petri. 
 
 










































Figura 16. Masas de hongos endofíticos  en proceso de aislamiento. Fotografías 

































Figura 16. Masas de hongos endofíticos  en proceso de aislamiento. Fotografías 
tomadas en la semana 16 de realización del proyecto. 
 
Para asegurar  la plena permanencia de las especies endófitas aisladas de Piper 
aduncum únicamente como parte de la comunidad fúngica presente en las cajas 
de Petri, se realizaron blancos poblacionales cada vez que se  transferían los 
aislados  a cajas nuevas, proceso implementado de igual forma  por  Ragozine, 
(2008). Este tipo de tratamiento es indispensable para lograr trazabilidad, 
linealidad  y óptimos  resultados. (Lopez et al., 2010). 
 
Dentro de este tipo de trabajos, Riveros,  (2001), considera que la adición de 
cloranfenicol en concentraciones de (150-300) ppm al agar PDA, es capaz  de 
mantener los cultivos de los hongos lejos de las interferencias bacterianas y se 
hace algo innecesario el control poblacional o el manejo de blancos de cultivo, 
pero los resultados pueden variar con respecto a contaminaciones de hongos 
epifíticos o levaduras que tienen la capacidad de crecer en las mismas 
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concentraciones de cloranfenicol. 
 
Con el avance y el aislamiento de los hongos se optó  por realizar control en el 
ambiente de trabajo, así como  para la cabina de flujo laminar empleada  y en el 
área de preparación de material. Para este propósito se prepararon  dos cajas de 
Petri, una con agar SPC (Standard Plate Count que presenta un amplio espectro 
de crecimiento microbiano).  Bills, (1999), plantea que es importante la realización 
de estos controles para el aseguramiento de  la flora analizada y presentar 
óptimas condiciones  en el momento de hacer el aislamiento de los hongos, debido 
a esto, en la Tabla 10 se presentan los resultados afines  a lo anterior. 
 
Tabla 10. Control ambiental, superficial y  poblacional de individuos en las áreas 
de trabajo. 
 











26/02/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
20/03/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
03/04/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
22/04/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
06/05/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
27/05/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
17/06/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
27/06/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
09/07/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
23/07/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
06/08/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
22/08/2014 0 UFC N.A 0 UFC 0 UFC 
SEMBRADO SEMANAL Y ANÁLISIS COMPLETO LOCACIONAL 
01/09/2014 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 
10/09/2014 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 
18/09/2014 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 
26/09/2014 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 
03/10/2014 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 
09/10/2014 0 UFC 0 UFC 0  UFC 0 UFC 
23/10/2014 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 
30/10/2014 0 UFC 0 UFC 0 UFC 0 UFC 
 
NA: No aplica  




Los hongos, presentan de igual forma  productividad y presencia en los entornos 
de trabajo común, pero su efecto se minimiza bajo condiciones de cabina de flujo 
laminar, siendo así menos recurrentes que las cargas bacterianas contaminantes. 
(Soler, 2006). 
 
Los microorganismos que tienden a  interferir en este tipo de investigaciones son 
principalmente bacterias lácticas, enterobacterias y aerobios mesófilos, 
discriminación realizada por Ragozine, (2008) y Araújo et al., (2001), que 
encontraron proliferación de estos  en controles de ambiente realizados en gran 
parte de superficies en las cuales no se implementó una correcta limpieza y 
desinfección, en este proceso no se presentó ningún tipo de contaminación 
exógena como se aprecia en la Tabla 10, lo que garantiza la eficiencia del trabajo 
y equipos utilizados. 
 
 
La linealidad y trazabilidad de los resultados con base a análisis microbiológicos, 
presentan valores elevados en la incertidumbre y repetitividad según lo 
determinado por  Herranz, (2008), un factor importante en la minimización de estas 
características son los blancos poblacionales, que frente a un análisis estadístico 
pueden arrojar valores bajos con relación a la incertidumbre obtenida con blancos 
limpios y sin crecimiento microbiano alguno. (Qingmiao, 2012). 
 
En la primera semana de noviembre de 2014 se contó con los primeros hongos 
endófitos aislados y purificados pertenecientes al material recolectado de Piper 
aduncum (Ver figura 17),  con diferencias  morfológicas claras  ya establecidas, se 
realizaron réplicas de estos especímenes en agar PDA y OGY suplementado con 











































Figura 17. Hongos endófitos aislados de Piper aduncum. Los hongos que 
presentan el subnumeral “a” se sembraron  en Agar OGY y los que presentan el 
subnumeral “b” lo fueron en PDA. 
 
 
A partir de los fragmentos de las hojas de Piper aduncum, se logró aislar 11 cepas 
fúngicas correspondientes a dicho material vegetal, sembradas por piquete en 
agar PDA suplementado con cloranfenicol a 300ppm y posterior a este proceso 
todas las demás crecieron en el mismo medio y en agar OGY para lograr una 




Para la identificación de los hongos purificados de las hojas de Piper aduncum, se 
desarrolló la Tabla 11, basada en la denominación de Orlandelli et al., (2012),  en 
donde se presenta una codificación ya establecida que tiene en su contenido el 
tipo de tratamiento de desinfección realizado, el segmento de muestra al cual 
pertenece y un número para lograr la señalización  de su procedencia en el 
aislamiento, además de esto, se presentó una denominación secundaria de 1 a 11 








Denominación Tratamiento Codificación 
1a-1b 3 PAH-T3-M3-1-a 
2a-2b 2 PAH-T2-M2-4-Rojo 
3a-3b 2 PAH-T2-M2-4-b 
4a-4b 1 PAH-T1-M1-4-i 
5a-5b 2 PAH-T2-M1-3-h 
6a-6b 2 PAH-T2-M2-4-J 
7a-7b 1 PAH-T1-M1-2e 
8a-8b 1 PAH-T1-M2-2-n 
9a-9b 2 PAH-t2-m2-4-g 
10a-10b 2 PAH-T2-M2-4-k 
11a-11b 2 PAH-T2-M2-3-f 
 
 
Con los resultados obtenidos del material fúngico recolectado finalmente se 
encontró que el tratamiento número 2 (ver Tabla 6) descrito en la metodología, fue 
el que más individuos generó con respecto a los otros dos, lo que representa que 
la duración de inmersión en la solución de hipoclorito de sodio al 3% da como 
resultado una amplia eliminación de interferencias epifíticas y no daña la pared 
semipermeable de las células de los hongos, logrando una mayor recuperación de 









Figura 18.  Rendimiento de los tratamientos de limpieza y desinfección del 
material vegetal de Piper aduncum en relación con los individuos aislados de este. 
 
 
Con respecto al tratamiento 1 (ver Tabla 6) se encontró una representación en la 
serie de la Figura 18,  con poca  cantidad de individuos, esto se puede relacionar  
con el masivo crecimiento de algunos hongos en este tratamiento que se vio 
afectado por la rápida degradación del agar PDA y monopolización de la caja de 
Petri por  un solo individuo, proceso que puede afectar los resultados en la 
implementación del tratamiento de desinfección según  Araújo et al., (2001), lo que 
no establece del todo una ineficiencia del proceso sino una elevada productividad 
y crecimiento de microorganismos fúngicos en este con relación a los otros 
tratamientos (Ver tabla 11). 
 
Pasando al tratamiento de desinfección número 3, se presentó desde el inicio de la 
parte experimental de las resiembras, pocos individuos en las distintas cajas 
correspondientes al mismo, en este caso la exposición en hipoclorito de sodio al 
3% durante 180 segundos, afecta la flora exógena  la productividad de los  hongos 
y bacterias  del segmento de hoja sembrada, pero este proceso no tiene  
repercusión  sobre los individuos endofíticos, lo que resulta en poca cantidad de 
hongos en los segmentos sembrados para el tratamiento. (Lennette et al., 1985); 
siendo así el tratamiento menos eficiente en función de la productividad de sepas 
de hongos endofíticos de Piper aduncum en este proyecto. 
 
Los hongos ya aislados para su preservación se  sembraron  en cajas de Petri con 
agar PDA y agar OGY (Preparados según las especificaciones del fabricante 
MERCK y OXOID respectivamente) y suplementados de igual manera con 
cloranfenicol a 300ppm, Riveros,  (2001) establece que esta concentración de 
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microorganismos interferentes.  
 
Los hongos  se almacenaron en condiciones de refrigeración a 4°C, siguiendo las 
metodologías empleadas por Qingmiao, (2012),  para lograr la durabilidad y 
longevidad del individuo aislado, estos presentaron además, una misma 
conformación macroscópica al paso del tiempo, no  se encontró degradación 
masiva del agar, proceso considerado entonces propicio para su conservación. 
 
 
6.2 CARACTERIZACIÓN MEDIANTE ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR 
TRANSFORMADA DE FOURIER  (FTIR) DE LOS HONGOS ENDOFÍTICOS 
AISLADOS DE Piper aduncum 
 
Para este proceso, se obtuvieron once espectros relacionados con cada uno de 
los hongos aislados y purificados de los fragmentos de las  hojas de Piper 
aduncum en estudio (Ver Anexos 1-11). En la Figura 19 se muestra un ejemplo 
obtenido  de uno de los especímenes encontrados (T2-M2-4-Rojo)  con las 






Figura 19. Espectro infrarrojo resultante de la determinación en el equipo FTIR 




Teniendo en cuenta la Figura 19, se realizó en ella, divisiones de las bandas más 
representativas, siendo así: 
 
 
      Banda espectral de (2900-3700) cm-1 
 
         Banda espectral (1500-1750) cm-1 
           
      Banda espectral (950-1200) cm-1 
 
 
Considerando  los espectros IR encontrados y la caracterización macroscópica 
realizada (ver Tabla 13), se puede decir inicialmente que los hongos aislados 
presentan algunas características en común molecularmente y que están 
relacionados genómicamente debido a la distribución de las bandas espectrales de 
gran parentesco entre los once organismos. 
 
Las características más importantes de los hongos en estudio se lograron 
determinar hasta su relación en subespecies, esta clasificación se pudo relacionar 
con la implementada por Bharati, (2002). En donde se tomaron las longitudes de 
onda con mayor intensidad en los espectros que van desde (1500-1750) cm-1 y 
(2900-3700) cm-1 correspondientes a los estiramientos del grupo C=O de los 
enlaces peptídicos y de algunos carbohidratos (ver Tabla 3), mostrando un mayor 
realce por pertenecer a las proteínas,  carbohidratos y otras macromoléculas más 
importantes de la biomasa celular, presentando una relación aproximada del 75% 
entre los organismos aislados. 
 
La conformación de los principales grupos funcionales estudiados mediante esta 
técnica (ver Tabla 3) dio como resultado la capacidad de gestionar un análisis de 
familiaridad por grupos de los hongos aislados y las similitudes macroscópicas que 
presentaron algunos de ellos entre sí. 
 
En la Figura 20, se presenta el dendograma de concordancia completa de los 











Figura 20. (Clúster-Dendograma) Concordancia completa, obtenida con el 
software estadístico INFOSTAT. 
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El dendograma obtenido presenta la división en familia, género, especie y 
subespecie de los hongos aislados de las hojas de Piper aduncum, a esta 
segmentación  se le realizó una comparación con respecto a el análisis 
macroscópico ejecutado y a cuatro especies de hongos fitopatógenos conocidos 
(Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Fusarium solani y Mycosphaerella 
fijiensis), con el fin de obtener  una posible relación entre especies y facilitar así 
una aproximación mayor a su identificación, el resultado expuesto  consistió en un 
agrupamiento de las especies fitopatógenas conocidas, que se encuentran 
relacionadas por familia. 
Fusarium oxysporum y Fusarium solani son hongos fitopatógenos que se exhiben  
bajo la misma familia Nectriaceae lo que hace una concordancia arrojada hacia un 
mismo grupo de datos relacionados, según Bharati, (2002), una análisis 
implementando cepas de hongos conocidos puede reflejar una aproximación a 
cerca del individuo en cuestión y hacer más fácil su identificación, pero este 
proceso se debe realizar  con hongos de distintas familias para tener un espectro 
más amplio de probabilidad y aumentar la posibilidad de clasificación con respecto 
a los resultados. 
 
Mycosphaerella fijiensis y Aspergillus niger son microorganismos fitopatógenos, se 
encuentran relacionados por Filo, una relación algo lejana, puesto que no 
coinciden bajo las mismas condiciones de familia, lo que se puede apreciar en el 
cluster de la Figura 20, según las apreciaciones de Sockalingum et al., (2002), la 
concordancia revela la eficiencia del análisis multivariado y las correlaciones de los 
individuos presentes en ella, arrojando resultados con un nivel de confianza del 
95% aproximadamente con respecto a el análisis de los grupos más 
representativos de cada especie.  
 
La discriminación de los individuos teniendo en cuenta los cuatro hongos 
fitopatógenos de identidad conocida, se consideró útil pero de poco rendimiento, 
puesto que solo un individuo (1a-1b) logró estar concatenado mayoritariamente  
con el Filo o la familia de Mycosphaerella o Fusarium, si se aprecian las 
características morfológicas de ambas familias y del hongo aislado de Piper 
aduncum, se podría inferir que (1a-1b) pertenece a la familia Fusarium, por la 
distribución rizoide y filamentosa que caracteriza a las especies de esta familia, 
pero esta es solo una apreciación física y macroscópica; Watanabe, (2010), 
establece que son necesarios estudios más robustos para oficializar una 
determinación  de Filo, familia, género, especie y subespecie del hongo. 
 
Mediante la identificación fúngica con espectroscópica infrarroja por transformada 
de Fourier  se determinó, además,  la importancia y la capacidad instrumental de 
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la cual se puede tomar provecho para el estudio de especies,  para la realización 
de agrupamientos estadísticos, generación de inventarios de especies en las 
regiones de estudio, posibles aplicaciones industriales, agroceúticas, 
farmacológicas, etc,  con técnicas que representan alta eficiencia, para la cual se 
necesita poca cantidad de muestra, se presenta rapidez y certeza en el análisis. 
 
El análisis de infrarrojo se considera  según Fischer et al.,  (2005), una eficiente 
técnica que logra reportar una buena discriminación para determinar  la variedad 
de  hongos purificados con base a sus semejanzas y sus diferencias. Otro aspecto 
de gran importancia a tener en cuenta  del análisis por conglomerados y la 
aplicabilidad de este en la clasificación taxonómica de hongos endofíticos. 
 
Otro punto a favor en relación a este tipo de técnicas es su versatilidad para varias 
matrices de análisis, además, la selección de las regiones espectrales para la 
realización del estudio de los grupos, destacando las más intensas de los 
espectros encontrados. 
 
En la Tabla 12, se presenta a modo de resumen, las comparaciones genómicas 
encontradas en el cluster con respecto a familia, género, especie y subespecie de 
los hongos endofíticos aislados de Piper aduncum  con relación a la determinación 
morfológica de los individuos. 
 
 
Tabla 12. Cuadro comparativo  de los resultados analizados en el cluster y la 
caracterización morfológica macroscópicas de los hongos endofíticos aislados de 







  Comparaciones según los resultados 
obtenidos en  
dendograma y apreciaciones 
macroscópicas 
PAH-T3-M3-1-a 1a-1b Este individuo pertenece a una familia,  un 
solo género y una sola especie, aunque su 
morfología filamentosa en la margen y 
rizoide en estructura lo hace semejante con 
algunos otros de los encontrados y presenta 
un agrupamiento con respecto al cluster afín 
a las familias  Mycosphaerella y  Fusarium, 
siendo el único hongo que tienen  relación 
con los individuos de identidad conocida 
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relacionado al análisis estadístico. La familia  
no  encontró una semejanza tal que se diera 
un emparentamiento diferenciable en el 
análisis multivariado en donde se relacione 
con otros hongos de los aislados. 
PAH-T2-M2-4-
Rojo 
2a-2b Este pertenece a un grupo de varios hongos 
correlacionados entre ellos por una misma 
familia, dos géneros y distintas especies, 
entre ellos se encuentran (11a-11b), (4a-
ab), (7a-7b) y (8a-8b). No se presentan 
relaciones morfológicas similares, debido a 
que este exhibe una morfología irregular 
entérica, a diferencia de los otros hongos 
emparentados. La principal razón por la que 
esto se puede dar son rasgos genéticos 
definidos por géneros, especies y 
subespecies. (Watanabe, 2010) 
PAH-T2-M1-3-h 5a-5b Se encuentra relacionado bajo la misma 
especie con (10a-10b)  y ambos con el 
género de (9a-9b), siendo los tres 
pertenecientes a una misma familia; 
morfológicamente no presentan similitudes 
marcadas físicamente, con respecto a  
colores y distribución en el medio de cultivo, 
como se puede ver en la Tabla 13. Se 
considera a este tipo de conformaciones 
propias de los hongos que tiene gran 
cantidad de variaciones morfológicas  con 
pequeños distribuciones en su estructura de 
ADN.  (Watanabe, 2010). 
PAH-T2-M2-4-J 6a-6b Presenta relación con (3a-3b) únicamente, 
siendo estos exclusivos de un mismo 
género con relación a los demás hongos 
endofíticos aislados de las hojas de Piper 
aduncum. Morfológicamente la identificación 
presente  en la Tabla 13, no registra 







La relación que presentan los distintos organismos encontrados en los fragmentos 
de las hojas de Piper aduncum, entre distribución genómica obtenida con el 
análisis de grupos  respecto a sus características morfológicas macroscópicas, no 
indican un vínculo altamente perceptible, este análisis podría ser más definitivo 
según Watanabe, (2010),  si se conociera la conformación de las hifas,  los tipos 
de esporas y el comportamiento nutricional y reproductivo. 
 
En otros estudios, Zhao, (2010), determina que la identificación de hongos 
endofíticos puede resultar compleja debido a la diversidad morfológica de los 
individuos fúngicos, el tratamiento de siembra que se les dé, el tipo de medio 
utilizado para la proliferación y los sustratos presentes en este, pudiendo  generar 
gran cantidad de variaciones en color, distribución espacial en el medio de cultivo 
y estructura macroscópica; por lo cual, este tipo de análisis de clasificación 
taxonómica  de hongos requiere de técnicas más robustas como PCR y análisis 




6.3 CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA MACROSCÓPICA DE LOS 
HONGOS ENDOFÍTICOS AISLADOS DE LAS HOJAS DE Piper 
aduncum 
 
En la Tabla 13 se presenta una descripción macroscópica  de los hongos 
endofíticos aislados de las hojas de Piper aduncum. 
 
Tabla 13. Determinación de la morfología macroscópica del material aislado según 
la metodología de Watanabe, (2010). 
 
Hongo Forma espacial en el agar Elevación Margen 
1a-1b Rizoide Elevado Filamentoso 
2a-2b Irregular Convexo Entérico 
3a-3b Sobresaliente Elevado Rizado 
4a-4b Filamentoso Sobresaliente Filamentoso 
5a-5b Rizoide Aplanado Ondulado 
6a-6b Circular Convexo Filamentoso 
7a-7b Irregular Aplanado Ondulado 
8a-8b Irregular Convexo Rizado 
9a-9b Circular Aplanado Rizado 
10a-10b Circular Sobresaliente Entérico 




Esta caracterización fue importante  para la realización de una primera 
diferenciación de los individuos encontrados, en donde se tuvo en cuenta el color, 
la forma de distribución y crecimiento de los hongos endofíticos aislados de Piper 
aduncum en el agar, la elevación de estos en el medio de cultivo y la margen 
representativa del hongo en crecimiento. 
 
Determinación que no brinda datos concretos con respecto a la genealogía de los 
hongos, debido a que a diferencia de las bacterias, las colonias de estos 
individuos pueden variar macroscópicamente en relación a estrés sufrido, cambios 
en el medio de cultivo, incrementos de pH y producción de metabolitos 
secundarios, dando como resultado distribuciones espaciales y características 
diferentes en un mismo organismo. (Watanabe, 2010). 
 
El conocimiento de la flora fúngica, brinda la oportunidad de organizar 
conformaciones bibliográficas que brinden conocimiento sobre la riqueza de este 
tipo de organismos en la Ecorregión Cafetera y que puedan ser usadas a futuro en 






6.4 DETERMINACIÓN DE LA PRODUCTIVIDAD Y SELECTIVIDAD  DE 
LOS MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS 
 
 
Al realizar la lectura de las cajas de Petri en donde se hizo el ensayo, se encontró 
un  valor respecto al ICA de 0,2  en las líneas de los cuadrantes y de 1 en la línea 
central, este mismo proceso fue desarrollado por Tortora, (1993), determinando la 
capacidad máxima de un sustrato de crecimiento microbiano para sustentar 
bacterias de Escherichia coli.  
 
Para el trabajo realizado a las cepas y medios de cultivo a implementar en el 
análisis antagónico, el valor máximo para crecimiento y productividad fue de cinco 
y de cero para la selectividad (ver Tablas 4 y 5),  según Tortora, 1993; Mossel, 
(2003), el proceso se considera exitoso para el trabajo con los medios de cultivo 








Tabla 14. Resultados de la prueba de productividad y selectividad de los medios 
















































Como resultado de las pruebas con relación  a la  productividad y la selectividad 
de los insumos mencionados del LAA de la UTP, se obtuvieron excelentes 
respuestas para ambos parámetros  de los medios, según Mossel et al., (1983), lo 
cual garantiza que los sustratos para el cultivo microbiano presentan muy buenas 
condiciones para su uso en análisis de plataforma, este proceso representa 
además  las mejores condiciones para la aplicación en la fase de crecimiento de 
los microorganismos.  
 
Para el caso de las cepas liofilizadas implementadas bajo certificación, la 
realización de un  control de la  productividad y la selectividad de este tipo de 
insumos  es un buen indicio de los procesos de conservación de las casas 
fabricantes con respecto al desarrollo de las técnicas de liofilización y adecuación 
para la conservación de este tipo de microorganismos, asegurando de esta forma 




6.5 ACTIVIDAD BACTERIANA (ANTAGÓNICA) 
 
 
Teniendo en cuenta los estudios sobre antagonismo en Listeria realizados por 
Emilio et al., (2011), las actividades con fines antagónicos implementadas  de igual 
manera en este trabajo,  son ampliamente utilizadas para determinar la capacidad 
de un elemento, solución, sustrato o microorganismo de pausar, minimizar, 
detener, matar o evitar el crecimiento secundario en contacto o cercanos a su 
presencia.  
 
Estas actividades no siempre reportan datos favorables según Zhao, (2010),  
debido a factores de concentración bacteriana, poca producción de metabolitos 
secundarios bioactivos por parte de los hogos o degradación de los medios de 
cultivo en la actividad. 
 
En las Tablas 15-19 se exponen los registros fotográficos de los resultados de la 
prueba. 
 
Tabla 15.  Actividad antimicrobiana por antagonismo que presentaron tres de los 























Tabla 16.  Actividad antimicrobiana por antagonismo que presentaron tres de los 

















Tabla 17.  Actividad antimicrobiana por antagonismo que presentaron tres de los 



















Tabla 18.  Actividad antimicrobiana por antagonismo que presentaron tres de los 

















Tabla 19.  Actividad antimicrobiana por antagonismo que presentaron tres de los 




















Teniendo en cuenta las tablas anteriormente mostradas de los ensayos realizados, 
se infiere que el hongo que presentó  una mayor y notoria actividad antagónica  
fue T2-M2-4-Rojo frente a las distintas cepas bacterianas analizadas con la 
excepción de Salmonella choleraesuis, (ver Tabla 18),  inhibiendo, retrasando o 
exterminando las formas bacterianas presentes en su ambiente de crecimiento. 
 
Este comportamiento fue analizado por Zhao, (2010), quien  encontró que el efecto 
puede ser debido a que el hongo no presenta producción representativa con 
respecto a la generación de metabolitos secundarios bioactivos o compuestos que 
estén en capacidad de generar lisis o astringencia sobre las membranas celulares 
de algunas bacterias causando su muerte, otro factor importante a reconocer es 
que las bacterias deshidratan  rápidamente  el medio de cultivo en donde se 
encuentren, ocasionando pérdidas en los sustratos de alimentación y como 
producto de esto el hongo no pudo mantenerse vivo en el medio. 
 
Respecto a la actividad antagónica de T2-M2-4-Rojo frente a las otras cepas 
bacterianas, presentó una mayor actividad bactericida (Ver tablas 15-16-17-19), 
muchas de estas capacidades se deben a que los hongos poseen un conjunto de 
características que los hacen agentes de biocontrol naturales, como lo menciona 
Idriss et al., (2002), induciendo  la muerte de patógenos potencialmente peligrosos 
(en este caso las capas bacterianas). (Wainwright, 1995). 
 
Es importante resaltar que los compuestos biológicamente activos desarrollados 
por los hongos , tales como alcaloides, antibióticos, compuestos astringentes, son 
efectivos a concentraciones determinadas frente al antagonismo al cual se vean 
expuestos, las concentraciones variadas pueden  no ser persistentes y estar 
presentes en distintas etapas de crecimiento del hongo. Por ello las crecientes 
investigaciones realizadas a estos compuestos con miras a su implementación 
directa o bien como sustancias base para la síntesis de análogos más potentes 
(Wainwright, 1995). 
 
Gran parte de hongos tienen aplicabilidad respecto a los sustratos generados, 
pero no en todos los organismos transcurre de la misma forma, muchos de estos  
tienen propiedades diferentes o no producen cantidades significativas de 
sustancias bioactivas con capacidad destacable, siendo saprofíticos o necrofíticos, 
actuando sobre  sustratos y materia orgánica remanente. (Wainwright, 1995). 
 
Referente  a T2-M2-4-b y T2-M2-4-j (ver Tablas 15-19), que no presentaron 
antagonismo apreciable frente a las distintas cepas, esto puede significar  la poca 
o ineficiente producción de compuestos de protección biológicamente activos para 
defensa o crecimiento en el ambiente de competencia antagónico. Esto culminó 
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con una sobrepoblación bacteriana que evito la proliferación del material fúngico y 
la deshidratación del medio de cultivo antes que cualquier otro proceso antagónico 
apreciable. 
 
La actividad generada abre la posibilidad para futuras investigaciones referentes a 
el individuo que presento una capacidad antagónica mayor (T2-M2-4-Rojo), para 
consolidar una investigación genética como lo recomienda Wainwright, (1995), 
realizando este una enfocada determinación de metabolitos secundarios 
bioactivos. 
 
Finalmente en la Tabla 20  se presenta una breve recopilación de la información 
sobre las ventajas y desventajas de las técnicas y procesos utilizados en este 
trabajo. 
 
Tabla 20. Ventajas y desventajas de las técnicas implementadas con respecto a 
los resultados obtenidos. 
 
 
Resultados Obtenidos Ventajas Desventajas 
Aislamiento de los hongos 
endofíticos de las hojas de 
Piper aduncum 
 
1. Aprovechamiento de los 
recursos biológicos de la 
Ecorregión Cafetera. 
2. Generación de 
conocimiento y  
características  de estos   
microorganismos poco 
explotados y sus 
potenciales. 
3. Estudio de 
microorganismos 
pertenecientes al material 
vegetal y las 
oportunidades de 
aplicación de estos. 
1. Alta reproducibilidad de los 
organismos en las cajas de 
Petri, lo que causa una 
sobrepoblación y muerte 
de algunos de ellos  
presentes por parte de 
otros. 
Caracterización mediante 
FTIR de los hongos aislados 
1. Alta sensibilidad  para el 
análisis de distintos 
materiales. 
2. Rapidez en el análisis y 
entrega de resultados. 
3. Muy buena resolución y 
escaneo de muestras. 
4. La medición requiere 
pocas cantidades de 
muestra. 
5. Versatilidad para varios 
tipos de sustancias, 
sustratos e individuos. 









Determinación de la 
Productividad y Selectividad 
de medios de cultivo 
1. Conocimiento del 
comportamiento de los 
medios de cultivo, su 
calidad y utilidad con el 
paso del tiempo. 
1. Se requieren cepas de 
microrganismos para  
determinar estos 
parámetros, los costos de 
estas cepas pueden ser 
relativamente altas debido 
a su certificación de pureza 
microbiológica. 
Actividad antagónica de los 
hongos aislados de Piper 
aduncum frente a cuatro 
diferentes cepas bacterianas 
1. Investigación y generación 
de conocimiento 
implicados en la 
generación de nuevos 
productos para fines 
específicos. 
2.  Comportamiento de los 
individuos aislados frente 
al estrés bacteriano y 
competencia por el  
sustrato. 
3. Evidenciar la riqueza de la 
Ecorregión Cafetera y los 
organismos endofíticos  
que habitan en ella y 
relacionarla con la 
presencia de sustancias 
bilógicamente activas.   
1. Concentración trabajada 
de las células bacterianas 
con respecto a la fracción 
del hongo sembrada. Se 
puede afectar  el resultado 
o enmascarar dependiendo 







La determinación mediante la implementación de la técnica espectroscopia  FTIR, 
utilizada para la evaluación  de composición de las células y su correlación entre 
los individuos encontrados de Piper aduncum, fue de gran ayuda para lograr el 
análisis junto con un análisis básico macroscópico y el dendograma presentado 
por el software INFOSTAT; además, obtener  la discriminación con respecto a las 
familias, género y especie del material fúngico aislado, siendo  esta  una técnica 
muy versátil de gran implementación y confiabilidad. 
 
La preservación del material encontrado es un parámetro importante y decisivo 
con respecto a posibles investigaciones adelantadas al organismo más 
prometedor encontrado (T2-M2-4-Rojo) y la técnica de almacenamiento en frio es 
una forma eficiente y efectiva para garantizar la longevidad  del individuo para 
posteriores procesos, asegurando de esta forma mantener las condiciones y 
características del hongos aislado y purificado. 
 
La evaluación  antagónica es un método de importancia científica elevada  que 
puede dar a conocer posibles metabolitos o características que el hongo presenta 
y las cuales debilitan, inhiben o atrofian las paredes celulares bacterianas, 
logrando así la inhibición antagónica de estas y produciendo la muerte del 
organismo bacteriano, abriendo de esta forma la posibilidad de futuros  desarrollos 
agroindustriales al analizar, cuantificar y catalogar sustancias que el hongo utilice 




















Para la continuidad del trabajo utilizando los hongos aislados y almacenados de 
Piper aduncum, es necesario una determinación microscópica que permita  
diferenciar las hifas y esporas. Además realizar la determinación del mapa del 
ADN mediante técnicas como PCR y determinación molecular con el fin de obtener 
una clasificación genómica certera y una identificación posterior de metabolitos 
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Anexo 1. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 







Anexo 2. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 











Anexo 3. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 





Anexo 4. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 










Anexo 5. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 
individuos aislados de Piper aduncum, perteneciente a T2-M2-3-f. 
 
 
Anexo 6. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 









Anexo 7. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 




Anexo 8. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 





Anexo 9. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 
individuos aislados de Piper aduncum, perteneciente a T1-M1-1-i. 
 
 
Anexo 10. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 





Anexo 11. Espectro obtenido en la caracterización mediante FTIR de los 
individuos aislados de Piper aduncum, perteneciente a T2-M2-4-b. 
